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Abstract of DE1 002991 5 

Disclosed is a method for detecting 5-methylcytosine in genomic DNA samples. First, genomic DNA from 
a DNA sample is chemically reacted with a reagent, 5-methylcytosine and cytosine reacting differently. 
The pre-treated DNA is then ampified with primers from a different sequence using a polymerase. In the 
following step, the amplified genomic DNA is hybridised to an oligonucleotide array and PCR products are 
obtained which must be provided with an identifying mark. Alternatively, the PCR products can be 
extended in a Primer Extension Reaction, the extension products also being provided with an identifying 
mark. The last step involves examining the extended oligonucleotides for the presence of the identifying 
mark. 

™ • 

Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3 .espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=DE 1 00299 1 5&F=0 



6/29/2007 



I till III II III II II in || ill it III ll m || Hi || in || in || hi || in in n || in | mi 



® bundesrepublik © Off enleguiigsschrift 

®DE 10029915 A 1 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
© Offenlegungstag: 



100 29 915.6 
19. 6.2000 
3. 1.2002 



(§) IntCI. 7 : 

C 12 Q 1/68 

//G01N 27/62 



U> 

5> 

O) 
CM 

o 
o 



LU 
Q 



@ Anmelder: 


@ Erfinder: 


Epigenomics AG, 10435 Berlin, DE 


Rprlin Kurt Dr 1A*V39 QtahncHrn-f nc 


@ Vertreter: 


(56) Entgegenhaltungen: 


Schubert, K., Dipl.-Chem. Dr.rer.nat, Pat.-Anw., 


DE 198 53 398 C1 


10119 Berlin 


DE 197 54 482 A1 




WO 00 31 294 A2 




Xiong, Z. & Laird, P.W., COBRA: A sensitive and 




quantitative DNA methylation assay. Nucleic Acids 




Research, (1997) Vol. 25, No. 12, pp. 2532-2534; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen 

® Beschrieben wird ein Verfahren zum Nachweis von 
5-Methylcytosin in genomischen DNA-Proben. Zuerst 
wird eine genomische DNA aus einer DNA-Probe mit ei- 
nem Reagenz chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcyto- 
sin und Cytosin unterschiedlich reagieren. Anschlieftend 
wird die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Po- 
lymerase mit Primern unterschiedlicher Sequenz amplifi- 
ziert. Im nachsten Schritt wird die amplifizierte genom- 
ische DNA auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert 
und PCR-Produkte erhalten, die mit einer Markierung ver- 
sehen sein mussen. Alternativ konnen die PCR-Produkte 
in einer Primer Extention Reaktion verlangert werden, 
wobei auch die Verlangerungsprodukte mit einer Markie- 
rung versehen sind. 

Im letzten Schritt werden die verlangerten Oligonukleoti- * 
^ de auf das Vorhandensein der Markierung untersucht 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA. 
[0002] Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach- 
5 tungsebenen sind die Gene selbst, die ttbersetzung dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im 
Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschaltet wird und wie Akti vieren und Inhibieren bestimmter 
Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit AusmaB und Charakter der Methylierung der Gene bzw. 
des Genoms korrelierbar. Insofern auBern sich pathogene Zustande in einem veranderten Methylierungsmuster einzelner 
Gene oder des Genoms. 

10 [0003] 5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim genetischen Imprinting und in der Tumorgenese. Die 
Identifizierung yon 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Me- 
thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzierung identiflziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR- Amplification die epigenetische In- 

15 formation, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig verioren. 

[0004] Eine relativ neue und die inzwischen am hauflgsten angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcy tosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieBender alkalischer Hydro- 
lase in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcytosin 
wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewandelt, dass 

20 Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch Am- 
piifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf Ba- 
senpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird. durch ein 
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieBt, dadurch die Diffusion und 

25 Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungs- 
schritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. et al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066). Mit dieser Methode kon- 
nen einzelne Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranschaulicht. AUerdings werden bisher nur 
einzelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausenden 
von moglichen Methylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Frag- 

30 mente aus geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. Diese gehen trolz Diffusions schutz durch die Matrix verio- 
ren. 

[0005] Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem fol- 
genden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res 1998 26 
2255. 

35 [0006] Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (z. B. Zechnigk, M. et al., Eur. J. Hum. Gen. 1997, 
5, 94-98) nur in der Forschung angewendet.. Immer aber werden kurze, spezifische Stiicke eines bekannten Gens nach 
einer Bisulfit-Behandlung amplifiziert und entweder komplett sequenziert (Olek, A. und Walter, J„ Nat. Genet. 1997, 17, 
275-276) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Reaktion" (Gonzalgo, M. L. und Jones, P. A., 
Nucl Acids Res. 1997, 25, 2529-253 1, WO-Patent 9500669) oder einen Enzymschnitt (Xiong, Z. und Laird, P. W.' Nucl! 

40 Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben wor- 
den (Olek et al., WO 99 28498). 

[0007] Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei ein- 
zelnen Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P. W. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, 
P. A. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und Clark, S. (1994), Bioassays 16, 431; Zeschnik, M. etal. (1997), 
45 Human Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al. (1994), Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1995), Gene 157, 
261; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

[0008] Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer Array Herstellung laBt sich aus einer im Januar 
1999 erschienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, \blume 21, January 1999), der 
dort zitierten Literatur und dem US-Patent 5994065 iiber Methoden zur Herstellung von festen Tragern fur Zielmolekule 

50 wie Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezifischem Hintergrundsignal entnehmen. 

[0009] Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet 
worden. Besonders geeignet fur Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5'-OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfoigt beispielsweise iiber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

55 [0010] Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungsfa- 
hige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekulen (Karas, M. und Hillenkamp, F. (1988), Laser desorption ionization 
of proteins with molecular masses exeeding 10000 daltons. Anal. Chem. 60: 2299-2301). Ein Analyt wird in eine licht- 
absorbierende Matrix eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Analytmolekul so 
unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StoBe mit Matrixmolekulen wird die Ionisation des Analyten erreicht. 

60 Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen wer- 
den Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor friiher als groBere, 
[0011] MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse 
von Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. (1995)), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current Innovations and Future Trends 1 : 147-157.) Fur Nuklein- 

65 sauren ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als fur Peptide und nimrnt mit zunehmender FragmentgroBe uber- 
proportional ab. Fur Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat haben, ist der IonisationsprozeB durch 
die Matrix wesentlich ineffizienter. In der MALDI-TOF Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige 
Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die eine sehr feine 
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Kristallisation ergeben. Fiir DNA gibt es zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde dadurch der 
Empfindlichkeitsunterschied nicht verringert. DerEmpfindlichkeitsunterschied kann verringert werden, indem die DNA 
chemisch so modifiziert wird, dass sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen die ge- 
wohnlichen Phosphate des Riickgrats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylierungsche- 
mie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, S. (1995), A procedure for selective DNA alkylation 
and detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die Koppiung eines "charge tags" an diese mo 
difizierte DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit urn den gleichen Betrag, wie er fur Peptide gefunden 
wird. Ein weiterer Vorteil von "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die den 
Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. - - - » 

[0012] Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben 
gewonnen. Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie Fritsch und Maniatis eds., Molecular Cloning* A La- 
boratory Manual, 1989. 

[0013] Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit-Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in ge- 
nomischer DNA (Pauiin R, Grigg GW, Davey MW, Piper AA.(1998), Nucleic Acids Res. 26: 5009-5010). 
[0014] Aufgabe der vorliegende Erfindung ist es daher eine Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in 
DNA zur Verfugung zu stellen, welches die Nachteile des Standes der Technik uberwindet. 

[0015] Die Aufgabe wird dadurch gelost, dass ein Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA zur 
Verfugung gestellt wird, worin dass man folgende Arbeitsschritte ausfuhrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer Losung eines Bisuifits (= Hydrogensulfit, Disulfit) im Konzentrati- 
onsbereich zwischen 0,1 und 6 M inkubiert, wobei ein denaturierendes Reagenz und/oder Losemittel sowie minde- 
stens ein Radikalfanger zugegen ist; 

b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder einer wassrigen Losung verdunnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion amplifiziert; 

d) man detektiert, inwieweit sich die Sequenz durch die Behandlung nach Schritt a) gegenuber der genomischen 
DNA-Probe verandert hat und schlieBt auf den Methylierungsstatus zumindest eines Locus in der genomischen 
DNA-Probe. 



[0016] ErfindungsgemaB bevorzugt ist es dabei, dass das denaturierende Reagenz und/oder Losungsmittel aus der fol- 
genden Liste von Verbindungen oder Verbindungsklassen ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, primare Alko- 
hole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tetraethylen- 
glykol-dialkyiether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO, THE 
[0017] Bevorzugt ist dabei ferner, dass der Radikalfanger aus der folgenden Gruppe von Verbindungen ausgewahlt ist: 
Di-, Trihydroxybenzole, Griinteeextrakt (green tea extract), pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba Extrakt (EGb 
761), Flavonoid-Mischung verschiedener Frucht- und Gemuseextrakte (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH 
(l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret- satire), IVolox (6-Hyo>oxy-2,5,7,8-tetramethylchroman- 
2-carboxyhc acid), 2,6-Di-tertbutylphenol, 4-Me%l-di-tert-butylphenol, 4-Methoxy-ditert-butylphenol, 2,6-Di-tert-bu- 
tyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydrox- 
yterpene, Ravonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyi germanium sesquio- 
xide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2- 
methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(E)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloidai Extrakt, 
4-(3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,2-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyo^oxyphenyl)-3-hyo^oxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-teu^ 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-memoxy-5,5,8,8-tetramemyl-5,6,7,8-te^ 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyi)-5,5,8,8-tetramemyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,^^ 

3- Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyph 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyciohexa-2,5-dienyliden)-indan- 1 ,3-dion, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-oUenyUden)-3,4-epoxy-3-hydroxy^-memoxy^ 
on, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-l-on]-3-yl, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramemyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hytoxyphenyi)-3-chlor-5,5,8,8-tetramemyl-5,6,7,8-tet^ 
2-(3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl)-3-memoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-te^ 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hyo^oxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-teu^ 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-^ 1 ,4-anthrachinon, 

2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hyo^oxyphenyl)-5,5,8,8-tetramemyl-5,6,7,8-tetr^ 
2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-teu-amethyl-5,6,7,8-tetrahydr^ 

2- Brom-3-(3-brom-5-tert-butyM-hyaroxypte 

3- Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-anthrachinon, 
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2-(3^-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-anthrachinon, 
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l,3.diol, 

3- Methoxy-5,5,8,8-tetrame%l-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 
5 4-(3-Chlor-5,5,8,8-tetramemyM,4-^ 

Memyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetrame^^^ 

4- (3-Hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
Methyl-(3-methoxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 
4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-teti^emyl^ 

10 Methyl-4-(3-hydroxy-l^dioxo-l^dihydronaphthalin-2-ylazo)-benzoat, 
4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-teti^emyl^ 
3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-cUeny^ 
1,2-dion, 

3-(3,5-Di-tert-butyl4-oxocyclohexa-2,5-c^ 
15 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl^3-methoxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyI)-3-methoxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 
20 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyd^xyphenyl>3-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyt-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyW-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5J-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
25 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-5-methyI-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydrmyphenyl)-3-e%^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6J-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyI)-3-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 
30 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyckoxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>2-hydroxy-6-me%l-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3-Brom-5-tert-butyl-4-hyckoxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

35 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3 ,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 3-hydroxy-5 ,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyi-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5J-dimethyl-l,4-naphthochinon. 

[0018] ErfindungsgemaB bevorzugt ist dabei, dass man die genomische DNA-Probe vor der Behandlung thermisch de- 
naturierl. 

40 [0019] Besonders erfindungsgemaB bevorzugt ist es, dass man den Schritt c) in zwei Teilschritten wie folgt durchfuhrt: 

a) eine PCR Praamplifikation mit mindestens einem Primerpaar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach An- 
spruch 1 vorbehandelte DNA-Probe unspezifisch hybridisieren und daher im PCR Schritt mehr als ein Amplifikat 
ergeben; 

45 b) eine PCR Amplification des in der Praamplifikation gebildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher Sequenz, 

die jeweiis zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vorbehandelten DNA-Probe [(+)-Strang oder (-)-Strang] iden- 
tisch oder revers kompiementar sind und die zu amplifizierende DNA spezifisch hybridisieren. 

[0020] Es ist erfindungsgemaB weiterhin bevorzugt, dass man die Amplification von mehreren DNA-Abschnitten in ei- 
50 nem ReaktionsgefaB durchfuhrt. 

[0021] Bevorzugt ist es erfindungsgemaB auBerdem, dass man fur die Polymerasereaktion eine hitzebestandige DNA- 
Polymerase verwendet. 

[0022] Besonders ist es erfindungsgemaB bevorzugt, dass man vor Schritt c) des erfindungsgemaBen Verfahrens eine 
Desulfonierung der DNA durchfuhrt. 
55 [0023] Es ist auch bevorzugt, dass man fur die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligo- 
nukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgenden Teilschritte ausfuhrt: 

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hy- 
bridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 

60 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu un- 
tersuchen sind; 

b) man das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase mindestens urn ein 
Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragi und die Verlangerung vom Methy- 
lierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

65 

[0024] Es ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass man fur die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf 
einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgenden Teilschritte ausgefuhrt: 
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(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die hybridisier- 
ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3*-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu unlersuchen sind und 
wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekuls hybridisiert, so dass 5 
das 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Liicke von der Grofie eines Einzelnukleotides oder 

bis zu 10 Nukleotiden vom 3-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der Steiie der besagten 
ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase 

urn hochstens die Anzahl von Nukleotiden veriangert, die zwischen dem 3-Ende des Oligonukleotids der 1 . Spezies to 
und dem 5-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus des 
jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase- 
reaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden wer- 
den und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine \ferlangerung des Oligo- 15 
nukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'-Ende mit vorhandener 3 '-Hydroxy funktion des verlan- 
gerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt. 

[0025] Dabei ist es erfindungsgemaB besonders bevorzugt, dass die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies 
und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spezies entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen 20 
T, A und G enthalten. 

[0026] Es ist auBerdem erfindungsgemaB bevorzugt, dass man fur die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR- 
Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgenden Teilschritte ausfuhrt: 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 25 
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende 
teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen 
DNA-Probe zu untersuchen sind; 

(b) man das Oligonukleotid, sofern es mit seinem 3-Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu- 
chenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens urn ein Nukleotid veriangert, wobei minde- 30 
stens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jewei- 
ligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

[0027] Es ist auch erfindungsgemaB bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte fur die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versieht. Dabei ist es besonders bevorzugt, 35 
dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen und/oder dass die Markierungen Radionuklide sind. Besonders bevor- 
zugt ist es dabei, dass die Markierungen der Nukleotide ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspek- 
trometer nachweisbar sind. 

[0028] Insbesondere ist es auch bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Li- 
gationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 40 
Bevorzugt ist es erfindungsgemaB auch, dass man jeweils ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Verlangerungspro- 
dukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist. 

[0029] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist bevorzugt auch dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR- 
Produkts und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder 
Endonukleasen erzeugt. 45 
[0030] Es ist weiterhin bevorzugt, dass man zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Frag- 
mente mit einer einzelnen positiven oder negativen Nettoiadung versieht. 

[0031] Ganz besonders bevorzugt ist es, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Liga- 
tionsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mit- 
tels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert. 50 
[0032] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch derart bevorzugt, in dem man die genomische DNA aus einer DNA- 
Probe erhalt, wobei Quellen fur DNA z. B. Zeillinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Ruckenmarks-Flussigkeit, in 
Paraffin einbettetes Gewebe, bei spiels weise Gewebe von Augen, Darrn, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder 
Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 

[0033] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens 55 
zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig- 
nisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; 
CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologi- 
sche und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Person lichkeitsstorungen; De- 
menz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadi- 60 
gung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; 
Verletzung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer- 
zen oder sexuelle Fehlfunktion. 65 
[0034] Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens zur Unterscheidung 
von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der ZeUdifferenzierung. 

[0035] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist schlieBlich ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit ent- 
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haltenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, sowie Radikalfangern und Primern zur HersteUung 
der Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfuhrung eines Assays nach einem erfindungsgemaBen \ferfahren. 
[0036] Die vorliegende Erfindung steilt ein automatisierbares Verfahren zum Nachweis von Methylcytosin bereit, wel- 
ches nur Pipettierschritte enthalt. Dadurch wird die Effizienz bestehender Verfahren in Bezug auf die Einfachhe'it der 
5 Handhabung, die Qualitat, die Kosten und vor allem den Durchsatz verbessert 

[0037] Beschrieben wird ein automatisierbares Verfahren zum Nachweis von Methylcytosin in genomischen DNA- 
Proben: 

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt aus den iiblichen Quellen fiir DNA erhalten, wie z. B. Zelllinien, 
Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe 
10 von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histoiogische Objekttrager und alle mogiichen 
Kombinationen hiervon. 

[0038] Im ersten Schritt des Verfahrens behandelt man die eingesetzte DNA bevorzugt mit Bisulfit, (= Disulfit, Hydro- 
gensulfit) derart, dass alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Cytosine so verandert werden, dass eine hinsicht- 
iich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche Base entsteht, wahrend die in 5-Position methylierten Cytosine un- 
15 verandert bleiben. 

[0039] Die genomische DNA-Probe denaturiert man besonders bevorzugt vor der Behandlung thermisch. 
[0040] Wird fur die Reaktion Bisulfit im Konzentrationsbereich zwischen 0.1 und 6 M verwendet, so findet an den 
nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt. Fur das erfindungsgemaBe Verfahren miissen zudem ein denaturie- 
rendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein Radikalfanger zugegen sein. 
20 [0041] Dabei kommen als denaturierende Reagenzien oder Losungsmittel bevorzugt die folgenden Verbindungen oder 
Verbindungsklassen in Frage: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, primare Alko- 
hole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylengiykoldialkylether, Tetraethyien- 
glykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THE 
25 [0042] Als Radikalfanger ist die Gruppe der in Anhang 1 aufgelisteten Verbindungen oder deren Derivate vorzugs- 
weise geeignet. Die anschlieBende alkalische Hydrolyse fuhrt dann zur Umwandlung von nicht methyUerten Cytosin- 
Nukleobasen in Uracil. 

[0043] Im zweiten Verfahrensschritt verdiinnt man die behandelte DNA-Probe mit Wasser oder einer wassrigen L6- 
sung. Bevorzugt wird anschlieBend eine Desulfonierung der DNA (10-30 min. 90-100°C) bei alkalischem pH-Wert 
30 durchgefiihrt. 

[0044] Im dritten Schritt des Verfahrens amplifiziert man die DNA-Probe in einer Polymerasekettenreaktion, bevor- 
zugt mit einer hitzebestandigen DNA-Polymerase. Die Amplification von mehreren DNA-Abschnitten wird vorzugs- 
weise in einem ReaktionsgefaB gemacht. 

[0045] Den Verfahrensschritt fuhrt man vorzugsweise in zwei Teilschritten durch. Man beginnt mit einer PGR Praam- 
35 plifikation mit mindestens einem Primerpaar unterschiedlicher Sequenz, welche die vorbehandelte DNA Probe unspezi- 
fisch hybridisieren und daher im PGR Schritt mehr als ein Amplifikat ergeben. Danach fuhrt man eine PGR Amplifica- 
tion des in der Praamplifikation gebildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher Sequenz durch, die jeweils zu einem 
Abschnitt der vorbehandelten DNA-Probe [(+)-Strang oder (-)-Strang] identisch oder revers komplementar sind und die 
zu amplifizierende DNA spezifisch hybridisieren. 
40 [0046] Im letzten Verfahrensschritt detektiert man, inwieweit sich die Sequenz durch die Behandlung mit einem Bisul- 
fit enthaltenen Reagenz gegeniiber der genomischen DNA-Probe verandert hat und schliesst auf den Methylierungsstatus 
zumindest eines Locus in der genomischen DNA-Probe. 

[0047] Fur die Detektion werden die PGR-Produkte besonders bevorzugt auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert. 
[0048] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleotid Ar- 
45 ray die folgenden Teilschritte durch: 

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hy- 
bridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu un- 

50 tersuchen sind; 

b) das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase mindestens urn ein 
Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methy- 
lierungsstatus des jeweiligen Gytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

55 [0049] In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonu- 
kleotid Array die folgenden Teilschritte durch: 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die hybridisier- 

60 ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und 
wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekuls hybridisiert, so dass 
das 5*-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Lucke von der GroBe eines Einzelnukleotides oder 
bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten 

65 ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase 
um hochstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3-Ende des Oligonukleotids der 1. Spezies 
und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus des 
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jeweiligen Cy tosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase- 
reaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden wer- 
den und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine \ferlangerung des Oligo- 
nukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3-Ende mit vorhandener 3-Hydroxyfunktion des verlan- 
gerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt, welches be- 
vorzugt phosphoryliert vorliegt. 

[0050] Die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten 
Spezies enthalten besonders bevorzugt entweder nur die Basen T, A und C oder aber die Basen T, A und G. 
[0051] In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonu- 
kleotid Array die folgenden Teilschritte durch: 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3-Ende 
teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen 
DNA-Probe zu untersuchen sind; 

(b) das Oligonukleotid wird, sofem es mit seinem 3'-Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu- 
chenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens urn ein Nukleotid verlangert, wobei minde- 
stens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jewei- 
ligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

[0052] Die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte sind fiir die Detektion beson- 
ders bevorzugt mit einer nachweisbaren Markierung versehen. 

[0053] Vorzugsweise sind die Markierungen der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligations- 
produkte Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder ablosbare Massenmarkierungen, die in einem Massenspektro- 
meter nachgewiesen werden. 

[0054] Die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte konnen vorzugsweise insge- 
samt im Massenspektrometer nachgewiesen werden und sind somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert. 
[0055] Besonders bevorzugt weist man jeweils ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/ 
oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nach. 

[0056] Das Fragment des PCR-Produkts und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts erzeugt man be- 
vorzugt durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen. 

[0057] Zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer weisen die erzeugten Fragmente besonders bevorzugt 
eine einzelne positive oder negative Nettoladung auf. 

[0058] Die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte detektiert und visualisiert 
man vorzugsweise mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder 
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI), 

[0059] Das vorliegende Verfahren wird bevorzugt verwendet zur Diagnose und/oder Prognose von nachteiligen Ereig- 
nisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorien an- 
gehoren: unerwiinschte Arzneirnittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; 
Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychoiogische und soziale Konsequenzen von Gehirnscha- 
digungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovasku- 
lare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen TYaktes; 
[0060] Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entzundung, Infektion, Immunitat 
und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im Entwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine 
und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 
[0061] Das neue Verfahren dient ferner besonders bevorzugt zur Unter scheidung von Zelltypen, Geweben oder zur Un- 
tersuchung der ZeildifTerenzierung. 

[0062] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Kit, das ein Bisulfit enthaltenes Reagenz, denaturierende 
Reagenzien oder Losungsmittel, sowie Radikalfanger gemass Anhang 1, Primer zur Herstellung der Amplifikate und 
eine Anleitung zur Durchruhrung eines Assays enthalt. 

Anhang 1 

Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a flavonoid 
blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), 
DPPH (l,l-Diphenyi-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), 
Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), 

2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 
3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxy terpene, Flavonoide, Curcu- 
min, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquioxide, Superoxid dismutase 
(SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dit- 
hionate und Cu(H)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloldal extract, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,2-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,2-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-l,4-napht- 
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hochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-l,4-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl4-hy^ 

4-(3,5-Di4ert-butyM-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetrame^^ 
4-(3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphe^ 

3- Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hy^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-indan-l,3-dion, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-to 

on, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyc^ 

2-(3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyi)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-inden-l-on]-3-yl, 
2-(3,5-Di4ert-butyM-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6 ,7,8-tetrahydro- 1,4-anthrachinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl^ 

2-(3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-3-me^ 

2-(3,5-Di«tert-butyl-4-hyotoxyphenyl)-3-^^ 

2K3,5-Di-tert-butyM-hyo^oxyphenyl)-5,^^ 

2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hv^^^ 

2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5^ 

2- Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hyto^ 

3- Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,4-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-anthrachinon, 
2^3,5-Di-ten-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-anthrachinon, 
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthaUn-l,3-diol, 

3- Methoxy-5,5,8,8-tetramethyL<5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 

4- (3-Chlor-5,5,8,8-tetramethyi-l ,4-dioxo- 1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, 
Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetram^ 

4-(3-Hydroxy-l ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthatin-2-yl)-benzoesaure, 

Me%I-(3-methoxy-l,4-dioxo-l,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 

4K3-Hyaroxy-5,5,8,8-tetrmeihyM^ 

Methyl-4-(3- hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-ylazo)-benzoat, 

4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6J,8-hexahydroanthracen^ 

3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyciohexa-2,5-^ 

1,2-dion, 

3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocycloh^ 

2-(3,5«Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-m^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydtoxyphenyl)-3-m^ 

2-(3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyL-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon 

3- (3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl)-2-methoxy*5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheny^^ 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hya^xyphenyl>2-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyd^xyphenyl)-3-ethylthio-5-methyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyd^xyphenyl)-3-hyo^oxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthochinon^ 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hya^xyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyd^xyphenyl)-2-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheny^ 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-h^ 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochm^ 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochin 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-hya^xyphenyl)-2-hyaroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man folgende 
Arbeitsschritte ausflihrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer Losung eines Bisulfite (= Hydrogensulfit, Disulfit) im Konzen- 
trationsbereich zwischen 0,1 und 6 M inkubiert, wobei ein denaturierendes Reagenz und/oder Losemittel so- 
wie mindestens ein Radikalfanger zugegen ist; 
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b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder einer wassrigen Losung verdtinnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion amplifiziert; 

d) man detektiert, inwieweit sich die Sequenz durch die Behandlung nach Schritt a) gegenuber der genom- 
ischen DNA-Probe verandert hat und schliesst auf den Methylierungsstatus zumindest eines Locus in der ge- 
nomischen DNA-Probe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das denaturierende Reagenz und/oder Losungsmittel 
aus der folgenden Liste von Verbindungen oder Verbindungsklassen ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Harnstoff oder Deri vate, Acetonitril, primare Al- 
kohole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tetra- 
ethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoidialkylether, DMSO, THE 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Radikalfanger aus der folgenden Gruppe 
von Verbindungen ausgewahlt ist: 

Di-, Trihydroxybenzole, Griinteeextrakt (green tea extract), pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba Extrakt 
(EGb 761), Flavonoid-Mischung verschiedener Frucht- und Gemuseextrakte (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 
Corp), DPPH (l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyi), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), TVolox (6-Hydroxy-2,5,7,8- 
tetrarnethylchroman-2-carboxylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyldi-tert-butylphenol, 4-Methoxy-di-tert- 
butylphenol, 

2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin Q, Hydrochinon, Ubichinon, 
Lignane, Hydroxyterpene, Flavonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyi 
germanium sesquioxide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba 
extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(H)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform so- 
luble) alkaloidal Extrakt, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyoj-oxyphenyl)-3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,2-naphthochinon, 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyi)-l,2-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-naphthochinon, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheriyl)-3-hydroxy-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,4-naphthochinon, 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-h^ 
4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hyo™xyphenyl)-3-me^ 

4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hycbx)xyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy^ 

3- Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyp 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-indan-l,3-dion, 

2-(3,5-Di4ert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihyor^ 
lin-l-on, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-3,4-epoxy-3,4-ojmethoxy-3,4-dihydro-2H-na 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 
3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-l-ton]-3-yl, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hycb-oxyphenyl)-3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetr^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hycbmyphenyl)-3-m^ 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hy&^^ 

2-(3,5-DMert-butyl-4-hydroxyphenyO^^ 

2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyi-4-hydioxypheny^ 

2-Brom-3-(3,5-cUbrom-4-hycU'oxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-teti^y 

2- Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydrox^ 
chinon, 

3- Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,4-anthrachinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-anthrachinon, 
5,5,8,8-Tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l,3-diol, 

3- Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 

4- (3-Chlor-S. 5,8,8-tetrameuiyl-l,4-dioxo- 1,4,5,6,7,8^ 
Metoyi-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetrame^ 

4-(3-Hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 

Methyl-(3-methoxy-l,4-doxo-l,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 

4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetrame^ 

Methyi-4-(3-hycb-oxy-l,4-dioxo-l,4-dihydronaphthalin-2-yl-azo)-benzoat, 

4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl- 1 ,4-dioxo- 1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-y l-azo)-benzoesaure, 

3-(3,5-Di-tert-butyI-4-oxocyclohexa-2,5-flenyhden^^^ 

lin-l,2-dion, 

3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyh^ 
trion, 

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8-cUmethyl-l,4-naphthochinon 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthc)chinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-me 
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2-(3,5-Di^ert-butyl^hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyL-l,4-naphlhochinon, 

3- (3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl4^naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hyatoxyphenyl)-3-memox 

3- (3,5-Di^ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimelhyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-memox 

3- (3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-57-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyL)-3-ethylthio-5-methyl-l,4-naphthochinon, 
2*(3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-l,4-naphthochinon 
2-(3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3*hydroxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl^hydroxyphenyl)-3-hydroxy-67^methyl4,4-naphthochinon^ 

2- (3,5-Di4ert-butyl^hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl-l^naphthochinon, 

3- (3,5-Di-tert-butyl4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl^hydroxyphenyl>3-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 

3- (3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-6>methyl4,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl4,4-naphthochinon, 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphth^ 

3- (3,5-Di-tert-butyl^hydroxyphenyL)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydrox 

3<3,5-Di4ert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5J-dimethyl4Anaphthochinon. 

4. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die genomische DNA- 
Probe vor der Behandlung thermisch denaturiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass man den Schritt c) in zwei Teilschritten wie folgt 
durchfuhrt: 

a) eine PGR Praamplifikation mit mindestens einem • Primerpaar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach 
Anspruch 1 vorbehandelte DNA-Probe unspezifisch hybridisieren und daher im PGR Schritt mehr als ein Am- 
plifikat ergeben; 

b) eine PCR Amplifikation des in der Praamplifikation gebildeten Produkts mitPrimern unterschiedlicher Se- 
quenz, die jeweils zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vorbehandelten DNA-Probe [(+)-Strang oder (-)- 
Strang] identisch oder revers komplementar sind und die zu amplifizierende DNA spezifisch hybridisieren. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikation von 
mehreren DNA-Abschnitten in einem ReaktionsgefaB durchfuhrt. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Polymerasere- 
aktion eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man vor Schritt c) des An- 
spruchs 1 eine Desulfonierung der DNA durchfuhrt, 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der 
vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die fol- 
genden Teilschritte ausfuhrt: 

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex 
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand von 
bis zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu untersuchen sind; 

b) man das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase mindestens urn 
ein Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom 
Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der vorbe- 
handelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgenden 
Teilschritte ausgefuhrt: 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung 
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die 
hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu 
untersuchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmo- 
lekiils hybridisiert, so dass das 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Lucke von der 
GroBe eines Einzelnukleotides oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der 
ersten Spezies an der Stelle der besagten ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Poly- 
merase urn hochstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen dem 3-Ende des Oligonukleotids 
der 1. Spezies und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verlangerung vom Me- 
thylierungsstatus des jeweiligen Gytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polyme- 
rasereaktion veriangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver- 
bunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine Verlange- 
rung des Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3-Ende mit vorhandener 3-Hydroxy- 
funktion des verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies 
angrenzt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spe- 
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zies und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spezies entweder nur die Basen T, A und C oder aber 
die Basen T, A und G enthalten. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der vorbe- 
handelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgenden 
Teilschritte ausfiihrt: ' * 5 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se- 
quenz von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ih- 
rem 3-Ende teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in 
der genomischen DNA-Probe zu untersucben sind; 

(b) man das Oligonukleotid, sofern es mit seinem 3'-Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu un- 10 
tersuchenden Position hybridisierte, rnittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid verlangert, wobei 
mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus 

des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

13. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte 
und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte fur die Detektion mit einer nachweisbaren Markie- 15 
rung versieht. 

14. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Fluo- 
reszenzmarkierungen sind. 

15. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 
nuklidesind. " " 20 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen der Nukleotide 
ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachweisbar sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder 
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch 
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 25 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man jeweils ein Fragment der 
PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts und/oder 
Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonuklea- 

sen erzeugt. 30 

20. Verfahren nach Anspruch 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, dass man zur besseren Detektierbarkeit im Mas- 
senspektrometer die erzeugten Fragmente mit einer einzelnen positiven oder negativen Nettoladung versieht. 

21. Verfahren gemaB einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte 
und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte rnittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisa- 
tions Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder rnittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und vi- 35 
sualisiert. 

22. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, wobei man die genomische DNA aus einer DNA-Probe 
erhalt, wobei Quellen fur DNA z. B. Zeillinien, Biut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Ruckenmarks-Flussigkeit, in Pa- 
raffin eingebettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust 
oder Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 40 

23. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspriiche zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehifunktionen, 
Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und soziale 
Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder 45 
assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; \ferlet- 
zung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Mus- 
keln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 50 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

24. Verwendung eines \ferfahrens nach einem der voranstehenden Anspriiche zur Unterscheidung von Zelltypen 
oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

25. Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, so- 
wie Radikalfangern und Primern zur Herstellung der Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfuhrung eines As- 55 
says nach einem der Anspriiche 1 bis 22. 
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